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(57) Abstract 
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(57) Zusammenfassung 

Zur Expressionssteigerung von Transgeoen wird mindestens cine spezifische Nukleotidsequenz nach Einbau in das Vektorkonstrukt in 
den vorzugsweise eukaryodschen Rezipientenorganianus transferiert und mindestens ein Teil dieser Nukleotidsequenz transkribiert, wobei 
die entstehendea Transkripte durcfa ein RNA-Replikationssystem vorzugsweise phytoviralen Ursprungs amplifiziert werden. 
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Vp^yfahren und Vektn rkonstrukte 
zur Expressionssteiaemna von Transaenen 



Gegenstand des Patents 

Gegenstand dieses Patents ist ein Verfahren und die dafiir 
verwendeten Vektorkonstrukte zur Expressionsregulierung von 
Transgenen in Rezipientenorganismen, vorzugsweise pflanz- 
lichen Rezipienten. Das Verfahren beruht auf der Nutzung des 
Replikationsmechanismus von RNA-Viren zur Vermehrung ge- 
wunschter messenger RNA auf posttranskriptioneller Ebene . 
Das Fremdgen wird in ein erf indungsgemafies Konstrukt in- 
sertiert, das zusatzlich fur eine virale Replikase kodiert 
Oder mit einem weiteren Konstrukt mit dieser Geninf ormation 
korrespondiert, wobei diese Konstrukte unter Transkriptions- 
kontrolle eines konstitutiven oder gewebespezifischen bzw. 
ontogenesespezif ischen Promoters stehen und zumindest ein 
Teil der entstehenden Transkripte von der Virusreplikase als 
Template wie die homologe Virus -RNA erkannt werden. Die 
Konstrukte werden in den Rezipienten eingeschleust , ge- 
gebenenfalls in das Rezipientengenom integriert und unter 
Nutzung rezipienten-eigener Transkriptionssysteme trans- 
kribiert. Die Expressionsoptimierung wird dadurch erreicht, 
daS das (eine) Transkript zunachst als Messenger fur die 
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Synthase der Virusreplikase dient . Diese erkennt wiederum 
zumindestens das fur das interessieiende Transgen kodierende 
Transkript als Template fur eine vorzugsweise wiederkehrsnde 
Replikation, in deren Verlauf es zur posttranskriptionellen 
Vermehrung des interessierenden Messengers und schiieSlich 
zur .Translation der gewiinschten transgenen Sequenz kommt, 
sofern es sich bei dem Transgen urn eine proteinkodierende 
Sequenz handelt. 

Die Nutzung transgener Organismen hangt in entscheidendem 
MaSe davon ab, ob und wie es gelingt, die Expression des 
gewunschten Transgens zu regulieren. Sehr haufig ist das 
Expressionsniveau entscheidend zu niedrig . 

Bisher versucht man diese Schwierigkeiten in erster Linie 
dadurch zu uberwinden, daS Moglichkeiten der Erhohung der 
Transkriptionsrate, der Erhohung der Gendosis und z.T. der 
Erhohung der Messengerstabilitat und Translationsef f izienz 
gesucht werden. In vielen wichtigen Fallen konnte aber der 
entscheidende Durchbruch in Richtung Hochexpression ni.cht 
erzielt werden. 

Erforderlich ist deshalb ein System, mit dem eine Ex- 
pressionserhohung in sehr viel grofierem Umfang als mit den 
bisherigen (o.g.) Versuchsansatzen erzielbar wird, wobei 
gleichzeitig angestrebt werden muS, daS sich dieses System 
bestimmten Regulat ionsprinzipien des normalen Funktions- 
apparates der Zelle entziehen kann. Dies kann dadurch er- 
reicht werden, daS das Transgen in das Genom eines geeigneten 
Virus integriert und wahrend des Replikationsgeschehens wie 
ein Virusgen in der infizierten Zelle behandelt wird. Der 
entscheidende Nachteil dieses Ansatzes besteht jedoch darin, 
daS dieses Expressionssystem nicht stabil gestaltet werden 
kann. Der Rezipientenorganismus muS zunachst mit dem 
Chimaren-Virus infiziert werden. Hierbei stoSt man auf 
Grenzen, die sich durch den Wirtskreis des Virus und durch 
seine bevorzugten Replikat ionsorte im Rezipienten ergeben. 
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Ein weiterer groSer Nachteii besteht darin, daS ein solches 
System nur schwierig geschlossen gehalten werden kann, d.h. 
das Chimaren-Virus kann sich auf weitere pflanzliche 
Organismen ausbreiten und eine Kontrolle dieses Vorganges 
ist nur schwer zu realisieren. 

Mit der vorliegenden Erfindung werden alle diese Nachteile 
eines Expressionssystems auf der Basis eines viralen Repli- 
kationsapparates durch gezielte Matoahmen iiberwunden. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren und die dafiir verwendeten 
Konstrukte werden uberall dort Anwendung finden konnen, wo 
es urn eine wesentliche Steigerung der Genproduktmenge des 
Transgens geht, z.B. fur Vorhaben eines "protein farmings" 
Oder fur die Verschiebung der Zusammensetzung eines Gesamt- 
proteins einer Genfamilie zugunsten des Transgenproduktes , 
wie es bei der gentechnischen Verbesseriing der Aminosaurezu- 
sammensetzung von Samenspeicherproteinen in Pf lanzen der Fall 
ist. 

Die patentgemaSe Losung der Aufgabe 

In dem patentgemaSen Verfahren wird eine Losung erreicht. 
mit der es gelingt, das Expressionsniveau eines trans - 
ferierten Gens im Rezipientenorganismus zu steuem, vorzugs- 
weise zu steigern. Diese Steigerung des Expressionsniveaus 
ist bedeutend hoher als in sonstigen bisher 'bekannten Ver- 
fahren erreicht wird. Das patentgemaSe Verfahren beruht auf 
der Nutzung des Replikationsmechanismus von RNA-Viren zur 
Vermehrung gewiinschter Messenger-RNA auf post trans -kriptio- 
neller Ebene . Hierfur werden die gewunschten Sequenzen von 
den zu transf erierenden Genen in die jeweils geeigneten 
patentgemaSen Vektorkonstrukte insertiert und in dieser Form 
in den Rezipientenorganismus auf geeignete Weise iibertragen 
(z.B. durch Agrobacterium-vermittelten oder biolistischen 
Gentransfer) . Das Verfahren kann dabei in Abhangigkeit von 
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der Zielsteilung so gestaltet warden, daS der Gencransfer 
eine stabile Integration im Kern- oder Organellengenom oder 
eine transiente Expression mit jeweils geeigneter Trans- 
kriptionssteuerung (auf der Basis von Jconstitutiven oder 
regulierbaren Promotoren) anstrebt. Die erf indungsgemafien 
Vektorkonstrukte basieren auf dem Genom von RNA-Viren, 
vorzugsweise Pf lanzenviren und beinhalten insbesondere 
zumindest einen Teil des viralen Replikasekomplexes . Die 
Integration der Fremdsequenz wird erf indungsgemaS so ge- 
staltet, daS das nach Transfer in vivo gebildete Primar- 
transkript Erkennungssequenzen aufweist, die es ermoglichen, 
daS das Primartranskript durch die Virusreplikase erkannt 
und behandelt wird wie die Virus-RNA oder ein Teil von ihr 
selbst. Fremdsequenz und Virussequenz konnen vorzugsweise 
miissen jedoch nicht zwingend auf ein und demselben Konstrukt 
untergebracht werden. Demzufolge kann auch der Transfer und 
schlieSlich auch die Transkription beider Telle des patent- 
gemaSen Konstruktes getrennt erfolgen. 

Im einzelnen werden die Virusgenome bzw. -Telle von ihnen 
uber reverse Genetik in Konstrukte eingebaut, die einen 
geeigneten Promotor und - falls notwendig - das Polyadeny- 
lierungssignal bereitscellen . Bei den Promotoren handelt 
es sich sntweder urn konstitut ive , z.B. den 35S- Promotor des 
cauliflower mosaic virus, oder gewebe- bzw. ontogenese- 
spezifische Promotoren, z.B. samenspezif ische Promotoren. 
Die Verknupfung von Promotor und DNA-Kopie des Virusgenoms 
wird so gestaltet, dafi der Transkriptionsstart weitestgehend 
mit dem Beginn des Virusgenoms ubereinstimmt , d.h. daS das 
spatere Transkript weitestgehend dem 5' -Terminus der Virus-- 
RKA, moglichst ohne Extranukleot ide , die die angestrebte 
Erkennung der RNA durch die Virusreplikase negativ be- 
einflussen konnten, entspricht. Das Virusgenom wird vorzugs- 
weise jeweils so modifiziert, daS alle fiir den Replikations- 
vorgang innerhalb einer primar infizierten Zelle nicht 
notwendigen Virusgene durch Deletion oder Leseraster-modi - 
fizierende Mutagenese inaktiviert wurden. Hierzu zahlen zum 
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Beispiel diejenigen Virusgene, die fur das Hullprocein, den 
Transport von Zelle zu Zelle und/oder die Vektorubertragung 
kodieren. Auf diese Weise wird erreicht, daS die spateren 
chimaren Konstrukte sich nicht uber die Zellen, die trans - 
fiziert warden, ausbreiten konnen. Fur die Demonstration der 
patentgemaSen Losung wurden Konstrukte auf der Basis des 
Genoms des beet western yellows virus (BWYV) erstellt und 
mit verschiedenen Modellgenen verkimpft, wobei die Bildung 
der Primartranskripte sowohl durch den 3 5S-Promotor 
(konstitutiv) als auch einen samenspezif ischen Promotor 
gesteuert wurde. Die Fremdgensequenzen wurden in diesen 
Fallen vorzugsweise anstelle des Hullproteingens insertiert, 
so daiS deren Expression unter Steuerung des subgenomischen. 
Promotors des BWYV erfolgte. 

Das patentgemaEe Verfahren kann vorzugsweise zur Expressions - 
optimierung von Fremdgenen, die zwecks "Verbesserung" be- 
st immter Eigenschaf ten des Rezipientenorganismus (z.B. die 
Aminosaurezusammensetzung der Samenspeicherpr oteine oder 
Widerstandsf ahigkeit gegen verschiedene biotische oder 
abiotische Schadf aktoren) oder zur Gewinnung artfremder 
Genprodukte auf dem Weg eines sogenannten Genf armings trans - 
feriert wurden, genutzt werden. 

Stand der Technik 

Es gibt eine Reihe von Zielen bei der gentechnischen Mani- 
pulation von Kulturpf lanzen zur optimalen Auspragung be- 
stimmter Eigenschaf ten bzw. beim "protein farming" die ein 
hohes Expressionsniveau transf erierter Gene erforderlich 
machen. In der Mehrheit der Falle wurde versucht , durch Wahl 
eines starken Promotors, durch Optimierung des Promotors oder 
durch Verknupfung von transkript ionssteigernden Sequenzen 
(enhancer) mit dem Promotor das Expressionsniveau auf Trans- 
kript ionsebene zu erhohen. Das chimare Gen wurde dann durch 
Transformation in das Genom der Zielpflanze integriert. Durch 
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Einfiigen mehrerer Genkopien (Tandemkonstrukte oder Mehr- 
fachinsertionen im Genom) konnte die Expression des ge- 
wunschten Produkts nicht in alien Fallen weiter gesteigert 
werden . 

Eine Moglichkeit zur Genexpression ganz anderer Art stellt 
die Nutzung von Pf lanzenviren als episomale Vektoren dar. 
Nach Integration des Fremdgens im Virusgenom wird es bei der 
Replikation wie ein Virusgen exprimiert . Ein wesentlicher 
Vorteil eines solchen Systems ist, daS das Fremdgen zusammen 
mit dem Virusgenom durch Replikation amplifiziert wird, 
wodurch die Voraussetzungen fur eine Hochexpression ge- 
schaffen werden (Joshi und Joshi, 1991) . 



l.DNA-Viren 

Zu den ersten Pf lanzenviren , die als episomale Vektoren 
attraktiv erschienen, gehorten DNA-Viren. Beim cauliflower 
mosaic virus (CaMV) , das ein einteiliges Genom aus doppel- 
strangiger DNA besitzt, ist versucht worden, an verschiedenen 
Stellen im Genom zusatzliche Sequenzen einzufiigen oder 
vorhandene auszutauschen . Kleine Insertionen wurden zwar an 
mehreren Stellen toleriert (Hull, 1985), bei langeren einzu- 
fugenden Sequenzabschnitten gab es strenge Limitierungen . 
Einerseits werden zu groSe DNA-Molekiile nicht mehr in 
Partikeln verpackt und andererseits wirkt sich der Austausch 
von Virusgenen gegen Fremdgene drastisch auf die Replikation 
Oder den Virustransport aus. Lediglich die offenen Leserahmen 
II und VII lassen sich deletieren, ohne die Inf ektiositat 
dieser Konstrukte zu beeinflussen {Howarth et al . , 1981; 
Dixon und Hohn, 1984) . Bestimmte Mutationen im offenen 
Leserahmen (ORF) VII sind lethal oder revertieren in vivo 

(Dixon et al., 1986) . Deshalb sind nur Vektoren konstruiert 
worden, bei denen der ORF II gegen das Fremdgen ausgetauscht 
wurde. Relativ kleine Gene, wie das der Dihydrof olatreduktase 

(Brisson et al . , 1984), des Interferons (Gronenborn, 1987) 
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und des Metallothioneins II (Levebvre et al . , 1987) wiarden 
mit Hilfe dieser Vektoren erfolgreich exprimiert . Das Ex- 
pressionsniveau war sehr hoch. 

Eine weitere Gruppe von DNA-Pf lanzenviren, die als episomale 
Expressionsvektoren genutzt wurden, sind die Geminiviren . 
Ihr Genom besteht aus einem oder zwei Molekulen einzel- 
strangiger DNA. Sie sind als Expressionsvektoren vor allem 
auch deshalb interessant, weil einige Geminiviren Wirts- 
pflanzen unter den Monocotyledonen haben, 

Eines der am besten untersuchten Geminiviren ist das tomato 
golden mosaic virus (TGMV) . Fur die Replikation und die 
systemische Ausbreitung dieses Virus ist das Hiillprotein 
nicht notwendig und kann deshalb deletiert werden (Etessami 
et al., 1988 ; Gardiner et al . , 1988; Hayes et al . , 1988). 
Anstelle des of fenen Leserahmens fur das Hullprotein wurden 
kodierende Regionen fur das CAT-, GUS- oder das NPT II-Gen 
eingefugt (Hanley-Bowdoin et al . , 1988 ; Hayes et al . , 1988; 
Hayes et al . , 1989; Kanievski et al . 1992). Die Infektion 
mit solchen Konstrukten erfolgte uber Agroinokulation 
(Grimsley et al . , 1986) . Dabei wurden Kopien der Konstrukte 
als Dimere in die T-DNA eines Ti-Plasmids kloniert . Nach 
Inokulation von Wirtspf lanzen mit den rekombinanten Agro- 
bakterien entstehen monomere Virusgenome, die sich dann in 
primar infizierten Zellen replizieren und schlieSlich 
systemisch in der Pflanze ausbreiten (Hayes et al . , 1988) . 
Durch die Replikation der veranderten Virusgenome bedingt, 
wurden hohe Aktivitaten der Markerenzyme gemessen, die einem 
vielfachen der Aktivitat in nicht replizierenden Kontrollen 
entsprachen (Hayes et al . , 1988; Sunter und Bisaro, 1991; 
Kanievski et al . , 1992) . Wahrend die "GroEe des Inserts beim 
TGMV nicht entscheidend die Replikation beeinfluSte, ist bei 
dem Geminivirus cassava latent virus (CLV) die InsertgroSe 
limitiert (Ward et al . , 1988; Etessami et al . , 1989). Wie 
beim TGMV wurden fur rekombinante CLV-Genome ein hohes 
Expressionsniveau des insertierten Fremdgens und systemische 
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Ausbreitung in Pflanzen beobachtet (Ward ec al . , 19S8). 

Bei anderen Viren der Gemini virus -Gruppe ( wheat dwarf virus 
(WSV) , maize streak virus (MSV) ) wurden ebenfalls die je- 
weiligen Hullproteingene gegen unterschiedlich lange Fremd- 
gene ausgetauscht und die Konstrukte in Pf lanzenzellen 
ubertragen. Fremdgene lieSen sich uber das MSV und WDV nur 
in agroinokulierten Slattern bzw. Protoplasten amplif izieren 
und exprimieren (Lazarowitz et al., 1989; Matzeit et al . , 
1991) . Bei diesen Viren ist das Hullprotein fur den Virus- 
transport erf orderlich. Eine systemische Ausbreitung der 
Mutanten ohne Hullproteingen ist deshalb nicht moglich. Der 
Austausch des Hullproteingens gegen das CAT-Gen wirkte sich 
zwar beim MSV nicht auf die Replikation aus, doch durch die 
f ehlende Ausbreitung war die ' f estgestellte CAT-Aktivitat 
gering (Lazarowitz et al . , 1989) . Bei Inokulation von Zell- 
kulturen von Triticum monococcum mit WSV-Genaustausch- - 
Mutanten konnten Replikat ionsraten wie bei Wildtyp-WSV 
erzielt werden (Matzeit et al . , 1991) . Selbst bei Austausch 
des Hullproteingens gegen wesentlich groSere Nukleinsaure- 
fragmente, wie das E-Galaktosidasegen aus E. coli (Matzeit 
et al . , 1991) oder ein Ac/Ds-Transpospn (Laufs et al . , 1990), 
replizierten die Viruskonstrukte dem Wildtyp entsprechend . 
Daraus wurde gefolgert, daS die Replikation nicht von der 
InsertgroSe abhangt. Eine Verpackung der DNA in Partikel und 
Virustransport spielen in Zellkulturen keine Rolle. Die 
Aktivitat der Markerenzyme, die von replizierenden WSV- 
Vektoren exprimiert wurden, war 20-fach hoher als bei nicht 
replizierenden Kontroll-Vektoren. Sie war vergleichbar mit 
den Werten, die in Zellen von T. monococcum durch ein 3 5S-- 
Fromotor getriebenes NPT II -Gen transient erreicht wurden 
(Matzeit et al . , 1991) . 

Die Ergebnisse zur extrachromosomaien Amplif ikat ion und 
Expression von Fremdgenen mit Hilfe von DNA- Virusgenomen 
zeigen, daS der Austausch von viralen Genen gegen fremde 
Sequenzen prinzipieil moglich ist. Die Fremdsequenzen werden 
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zusammen mit dem Virusgenom in Pf lanzenzellen vermehrt und 
genau wie das entsprechende Virusgen exprimiert . Das Ex- 
pressionsniveau der eingefiigten Fremdgene wird als hoch 
eingeschatzt . Genaue Vergleiche mit pflanzlichen Promotoren 
sind bis auf Ausnahmen (z.B. Matzeit et al . , 1991) nicht 
angestellt worden. Die Nutzung solcher Verfahren hat jedoch 
Nachteile, die zum einen spezifisch fur das benutzte Virus 
sind und zum anderen generell bei DNA-Viren zum Ausdruck 
kommen . 

Der Wirtskreis des CaMV beispielsweise ist sehr klein und 
Pflanzen auSerhalb des Wirtskreises konnen.mit chimaren 
Konstrukten nicht infiziert werden. Bei alien Viren der 
Caulimovirus-Gruppe ist weiterhin die InsertionsgroSe streng 
limitiert (maximal - 1 kb) . Selbst innerhalb dieser Grenze 
kommt es relativ haufig zu Deletionen von Fremdsequenzen, 
was auf den retroviralen Replikationsmechanismus dieser Viren 
zuruckzufuhren ist (Grimsley et al . , 1986).. Virusgenome mit 
integriertem Fremdgen bleiben infektios und induzieren in 
der Wirtspflanze Symptome. Der Austausch des ORF II des CaMV 
gegen ein Fremdgen verhindert lediglich die Ubertragung durch 
Blattlause. Klonierte DNA ist aber auch mechanisch ubertrag- 
bar (Futterer et al . , 1990). 

Bei den Geminiviren mit zweiteiligem Genom (TGMV, CLV) ist 
ein Genomteil notwendig fur die systemische Ausbreitung in 
Pflanzen. Wird das Hullproteingen, das sich auf dem anderen 
Genomteil befindet gegen ein Fremdgen ausgetauscht , mufi die 
zweite Komponente mit in die Pflanze gebracht werden, um ein 
hohes Expressionsniveau durch systemische Ausbreitung zu 
erzielen. Ein Weg solche Doppelinf ektionen zu umgehen, ist 
die stabile Integration der f remdgentragenden Komponente als 
Tandemkopie im Genom der Pflanze (Hayes et al . , 1988a; 
Kanievski et al . , 1992). 

Der Austausch des Hiillproteingens bei Geminiviren mit 
einceiligem Genom (MSV, WDV) ist in jedem Fall mit einem 
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Verlust der Fahigkeit zur systemischen Ausbreitung verbunden. 
Eine Anwendung ist daher auf Pf lanzenzellkulturen beschrankt 
(Matzeit et al . , 1991) . Die GroSe der Insertion ist bei den 
Geminiviren zwar weniger limit iert als bei den Caulimoviren, 
uber die Stabilitat groSer Insertionen gibt es jedoch 
wiederspriichliche Ergebnisse (Stanley und Tovrasend, 1986; 
Ward et al . , 1988). Urn den Effekt eventuell auftretender 
Instabilitat zu mindern, ware die stabile Integration von 
Tandemkopien im pflanzlichen Genom ein Ausweg (Davies und 
Stanley, 1989) . 

Bei alien DNA-Viren ist es praktisch unmoglich eine gewebe- 
bzw. entwicklungsspezif ische Expression der gev^^unschten 
Fremdgene zu erreichen. Die Expression findet hauptsachlich 
in grunen Pf lanzenteilen statt . Gerade beim protein farming 
ist jedoch eine spezif ische Expression im Samen, der sich 
durch hoheren Proteinanteil an der Ges'amtmasse auszeichnet 
und durch geringen Wassergehalt lagerfahig ist, an- 
strebenswert . 

2. RNA-Viren 

Bei den RNA-Viren, zu denen der groSte Teil der Pf lanzenviren 
gehort, gibt es bislang nur wenige Beispiele iiber die Ver- 
wendung ihrer Genome zur Expression von Fremdgenen. Erst die 
Klonierung von vollstandigen cDNA-Kopien einiger Virusgenome, 
von denen sich infektiose RNA- Transkripte synthetisieren 
lieSen, machten derartige Manipulationen moglich. RNA-Viren 
replizieren uber eine viruskodierte RNA-abhangige RNA-Poly- 
.merase (Replikase) . Das Enzym ist spezifisch fur das ent- 
sprechende Virus und sichert eine hohe Vermehrungsrate . Die 
entstehenden Tochter-RNA-Molekiile mit (+) -Strang-Polaritat 
konnen bei einigen Viren direkt als messenger-RNA fungieren. 
Je nach Expressionsstrategie des Virus werden von dieser RNA 
nur die 5'-gelegenen offenen Leserahmen translatiert oder 
es entsteht ein Polyprotein, welches spater durch limit ierte, 
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ortsspezif ische Proteolyse in die Einzelkomponenten zerlegt 
wird.' Bei anderen Viren erfolgt die Expression der 3' -nahen 
Gene iiber die Bildung subgenomer RNA vom ( - ) - Strang- Inter- 
mediat der genomischen RNA. Die subgenomische RNA ist als 
messenger-RNA aktiv. Die Hullproteingene bei einigen 
Pf lanzenviren werden beispielsweise uber subgenomische RNA 
exprimiert. In Anbetracht ' des hohen Expressionsniveaus waren 
es vor allem die sugenomischen Promotoren fiir die Hullpro- 
teingene, die fur die Steuerung der Expression von Fremdgenen 
genutzt werden sollten. 

Die erste Publikation, in der von der erf olgreichen Hoch- 
expression eines Fremdgens liber ein RNA-Virus in Pflanzen 
berichtet wurde, erschien 1986 (French et al , , 1986). Als 
Vektor diente das brome mosaic virus (BMV) . Dieses Virus 
besitzt ein dreigeteiltes RNA-Genom. Zwei Genomteile kodieren 
fur Replikationsfunktionen, die in trans auch die RNA3 
vermehren, auf der sich 2 offene Leserahmen befinden 
(Ahlquist et al . , 1981). Von der RNA3 wird eine subgenome 
RNA gebildet, die das Hullprotein kodiert . Aus folgenden 
Grunden erschien das BMV als episomaler Vektor besonders 
geeignet zu sein (French et al.,1986). Durch das geteilte 
Genom und die in trans Wirsamkeit der Replikase steht die 
RNA3 zur gentechnischen Manipulation zur Verfiigung, ohne den 
P.eplikationsprozeS als solchen negativ zu beeinf lussen . 
Vorausgesetzt , dafi die Replikase die veranderte RNA3 erkennt, 
wird diese einschliefilich des eingefugten Fremdgens vermehrt . 
Das Virus vermehrt sich auSerordentlich stark in Wirts- 
pf lanzenzellen . In infizierten Pflanzen akkumuliert • das 
Hullprotein in Milligramm-Mengen pro Gramm Gewebe . 

Nach Deletion des grofiten Teils der kodierenden Region fur 
das Hullprotein wurden veranderte in vitro Transkripte der 
RNA3 zusammen mit RNAl und 2 in Protoplasten (Hordeum 
vulgare) inokuliert. Dem molaren Verhaltnis nach wurde 
ungefahr halb soviel verkiirzte subgenome RNA gebildet wie 
bei Inokulation mit Wildtyp-RNA. 
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Bei anderen Konstrukten wurde die deletierte Region durch 
ein CAT-Gen ersetzt. Die chimare RNA akkumulierte 5-15fach 
schwacher als Wildtyp- RNA. Die CAT-Enzymaktivitat , die in 
inokulierten Protoplasten gemessen wurde, war jedoch auSer- 
ordentlich hoch. Im Vergleich zu transgenen Pflanzen mit 
Expression des CAT-Gens unter Kontrolle von einem Rubisco- 
oder Nos-Promotor (Herrera-Estrella et al . , 1984), war die 
gemessene Aktivitat 7 bzw. 23 mal so hoch. 

Jupin et al . (1990) suchten nach cis-aktiven Elementen, die 
fiir die Replikation der RNA3 des beet necrotic yellow vein 
virus (BNYW) wichtig sind. Das Virus besteht wie das BMV 
aus mehreren (4) Genomteilen, von denen nur die RNAl und 2 
fiir die Replikation in Pflanzen erforderlich sind. Ungefahr 
75% des internen Bereichs der RNA3 konnten ohne Verlust der 
Replizierbarkeit der RNA3 deletiert werden. Anstelle des 
vorhandenen Leserahmens wurde das GUS-Gen insertiert. Trans- 
kripte solcher cDNA-Mutante wurden nach Coinokulation mit 
RNAl und 2 in Chenopodium quinoa vermehrt . In Slattern 
solcher Pflanzen wurde hohe GUS-Aktivitat nachgewiesen . Die 
Schaffung eines veranderten Replikons ist demzufolge moglich. 
RNA3 und RNA4 des BNYW sind jedoch variable Bestandteile 
des Virus. In Abhangigkeit von der Art und Weise der Uber- 
tragung und vom Vermehrungswirt konnen diese RNAs Deletionen 
tragen oder vollig aus den Isolaten verschwinden (Koenig et 
al . , 1966) . Aufgrund fehlender Selektion wi-rd es daher kaum 
moglich sein das Fremdgen uber langere Zeit zu stabilisieren. 

Die Vorteile von RNA-Viren mit geteiltem RNA-Genom nutzend, 
wurde auch das barley stripe mosaic virus (BSMV) als 
episomaler Expressionsvektor fiir Fremdgene verwendet (Joshi 
et al . , 1990) . Das Hiillprotein-Gen der RNAS wurde gegen das 
Luzif erase-Gen ausgetauscht und Transkripte zusammen mit 
Transkripten der RNAa und g in Protoplasten transf iziert . 
Im Vergleich zu transf izierter Luzif erase-mRNA wurde so eine 
42fach hohere Enzymakt ivitat in Tabakprotoplasten gemessen. 
In Maisprotoplasten betrug die Akt ivitatssteigerung durch 
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Virusamplif ikation 60h nach Transfektion sogar das 123fache. 

Am Tabakmosaik Virus (TMV.) wurden neben der Expression von 
Fremdgenen auch grundlegende Untersuchungen zur Stabilitat 
chimarischer Virusgenome angestellt . Takamatsu et al . (1987) 
fanden, daS die Deletion des Hiillproteingens beim TMV keinen 
bzw. nur geringf iigigen EinfluS auf die Repiikation solcher 
Mutante hatte. In Tabakpf lanzen, in denen sich der TNTV-- 
Wildtyp systemisch ausbreitet und typische Mosaiksymptome 
erzeugt, replizierte die hiillproteinlose Mutante jedoch nur 
in inokulierten Slattern und induzierte keine Symptome. 

Transkripte, die das CAT-Gen unter Kontrolle des sub- 
genomischen Promotors fur das Hiillproteingen enthielten, 
replizierten in inokulierten Tabakblattern . Es ist jedoch 
deutlich weniger RNA nachweisbar gewesen (genomische und 
subgenomische) , als in parallelen Versuchen mit der Wildtyp-- 
RNA Oder der hullproteinlosen Mutante. Auf das fehlende 
Hullprotein, welches eine Rolle beim Ferntransport in 
Pflanzen spielt (Atabekov und Dorokhov, 1984) , ist zuruck- 
zufuhren, daS CAT-Aktivitat nicht systemisch nachweisbar 
war. Die in diesen Versuchen gemessene CAT-Aktivitat im 
inokulierten Blattgewebe war geringer, als aus der Hiill- 
proteinexpression zu erwarten war. Dies wird auf die schwache 
Repiikation der Chimaren zuruckgefuhrt . 

Mit der Nachkommenschaf t der CAT-Mutanten wurden erneut 
Tabakpf lanzen inokuliert. Auch in diesem Fall wurde CAT-- 
Aktivitat in inokulierten Slattern gefunden. Obwohl die 
Homogenitat der RNA-Nachkommenschaf t auf Sequenzebene nicht 
bestimmt worden ist, folgerte man aus den Aktivitatswerten, 
daS die Mutationsrate wahrend der RNA-Replikation nicht so 
hoch ist wie vermutet wurde (Van VlotenrDoting et al . , 1985) . 

Neben dem Austausch des Hiillproteingens gegen ein Fremdgen 
versuchten Takamatsu et al . (1990) Fusionsproteine aus 
Hullprotein und Enkephalin, einem Hirnpeptid, uber einen 
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TMV-Vektor in Pflanzen zu produzieren. Die Veranderungen in 
der TMV-RNA beschrankten sich auf eine kurze (13 Basen) 
3_-Extension des Huliprotein-ORF . Dennoch breitecen sich 
die Hybridviren in systemischen TMV-Wirten nicht systemisch 
aus. sondern riefen auf inokulierten Slattern Lokallasionen 
hervor. Analyse der Proteinsynthese in Protoplasten, die 
mit Hybrid-Viren inokuliert warden, ergab, daS die Synthese- 
rate fiir das Fusionsprotein zunachst wie beim unveranderten 
Hiillprotein war, spater (22-24h p.i.) jedoch drastisch 
abnahm . 

Dawson et al . (1989) konstruierten ein Hybrid-Virus, bei dem 
in ein vollstandiges TMV-Genom ein CAT-Gen unter Kontrolle 
eines Duplikats des subgenomischen Hiillproteingen- Promoters 
eingefvigt wurde. Das zusatzliche Gen befand sich entweder 
vor Oder hinter dem Hiillproteingen. Auf diese Weise wurde 
erreicht, daS die chimarische RNA in Viruspartikel verpackt 
wurde . 

Das Hybridvirus mit der CAT-Gen- Insertion vor dem Hull- 
protein-ORF replizierte in Tabak wie Wildtyp-TMV. Es breitete 
sich systemisch aus und erzeugte schwache Mosaiksymptome in 
jungen Slattern. Hohe CAT- Aktivitat war in inokulierten 
Slattern vorhanden. In systemisch infizierten Slattern konnte 
jedoch nur geringe bzw. keine Enzymakt ivitat nachgewiesen 
werden. Geringe Aktivitat korrelierte mit einer Abnahme der 
Konzentration subgenomischer RNA in Northern-Slots. Nach 
langerer Infektion kam es zur Rekonstitut ion der Wildtyp-RNA. 
Letzteres wird auf homologe Rekombinat ion an duplizierten 
Sequenzabschnitten zuriickgef uhrt (subgenomischer Promoter) . 

Insertion des CAT-Gens unmittelbar vor dem 3'-Ende der 
Virus-RNA wirkte sich drastisch auf die Replikation dieses 
Hybrid-Virus in Pflanzen aus. Daraus resultierten schwache 
Symptomauspragung und geringe Expression des CAT-Gens. 

In weiterfiihrenden Arbeiten (Donson et al . , 1991) wurde das 
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zu insertierende Fremdgen (NPTII, DHFR) mit einem heterologen 
subgenomischen Promoter aus dem odontoglossum ringspot virus 
(ein Tobamo-Virus mit nur 45% Sequenzhomologie zum Ul-Stamm 
des TMV) gekoppelt. Auf diese Weise sollte die Kaufigkeit 
der homologen ' Rekombination auf ein Minimum beschrankt 
werden. Die Chimaren breiteten sich systemisch in Tabak- 
pflanzen aus. Die Replikation und schlieSlich die Ausbeute 
an Viruspartikeln entsprachen der beim TMV-Wildtyp. Auch nach 
mehreren Passagen in Nicotiana benthamiana blieb die in- 
sertierte Sequenz des DHFR-Gens erhalten. Klonale Popu- 
lationen konnten sogar uber 10 Passagen in einem 
Lokallasionswirt ohne merkliche Veranderung der Sequenz 
vermehrt werden . Das groSere NPTII - Insert war nicht so 
stabil. Nach 1-3 Passagen in einem systemischen Wirt wurden 
Teile des Inserts deletiert. In Western-Blots konnte nach- 
gewiesen werden, daS weniger NPTII -Protein extrahierbar war 
als Hullprotein. 

Ahnliche Versuche wie am TMV wurden am potato virus X (PVX) 
vorgenommen {Chapman et al . , 1992). Ein Fremdgen (GUS) ist 
zum einen gegen das Hullprotein ausgetauscht und zum anderen 
zusatzlich in das Genom des PVX eingefugt worden. Aus- 
tauschmutanten replizierten nach Elektroporation in Proto- 
plasten schwacher als der Wildtyp. Die Northern-Analyse 
zeigte, daS auch weniger subgenomische RNA gebildet wurde . 
Inokulierte ganze Pflanzen blieben symptomlos und RNA- 
Nachkommenschaf t konnte in solche Pflanzen nicht nachgewiesen 
werden. Konstrukte mit zusatzlichem GUS-Gen unter Kontrolle 
eines Duplikats des subgenomischen Promoters fiir das Hull- 
protein replizierten in Protoplasten wie Gehaustausch- 
Mutanten. Bei Inokulation ganzer Pflanzen kommt es jedoch 
zur Symptomausbildung und systemischer Ausbreitung. Hohe 
GUS-Aktivitat wurde in inokulierten und nicht inokulierten 
Blattern gemessen. Wie bei adaquaten TMV-Mutanten (Dawson 
et al . , 1989) zeigte die Northern-Analyse der sich systemisch 
ausbreitenden Chimaren- Population, daE das GUS-Gen teilweise 
Oder vollstandig deletiert wurde. Die am haufigsten auf- 
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tretende RNA- Population comigrierte mit Wildtyp-RNA, d.h. 
die Insertion wurde durch homologe Rekombination der dupli- 
zierten Sequenzen eliminiert. 

Dolja et al. (1992) fugten das GUS-Gen als zusatzliche 
Sequenz in das tobacco etch virus (TEV) ein. Die Expressions- 
strategic dieses Virus (Potyvirus) unterscheidet sich von 
alien bisher genutzten dadurch, daS von der genomischen RNA 
ein Polyprotein translatiert wird, welches durch spezifische, 
kodierte Proteinase-Funktionen in funktionelle Proteine 
prozessiert wird. Die Art und Weise der GUS- Insertion fuhrte 
zu einem Fusionsprotein, welches N-terminal das GUS-Peptid 
und C-terminal eine viruskodierte Proteinase enthielt. Beide 
Proteine blieben trotz der Fusion biologisch aktiv. Das 
chimarische Virus breitete sich systemisch in Tabakpf lanzen 
aus, erzeugte jedoch schwachere Symptome als das Wildtyp- 
Isolat. Hohe Enzymakt ivitat konnte in inokulierten und 
nichtinokulierten Slattern nachgewiesen werden. Die GUS- 
Sequenz blieb uber mehrere Passagen (4-7) stabil. Kaufige 
Passagen fiihrten letztlich jedoch zu teilweiser Deletion des 
GUS -Gens. 

3 . Vorteile und Probleme 

Transiente Expressionssysteme auf der Basis von Virusgenomen, 
d.h. ohne Integration des gewunschten Fremdgens im pflanz- 
lichen Genom, haben Vorteile gegeniiber den iiblichen stabilen 
Expressionsverf ahren . Da es moglich ist, mit hoher Effizienz 
Protoplasten, Zellkulturen oder intakte Pf lanzen mit Virus- - 
RNA-Transkripten bzw . Derivaten zu transf izieren, besteht 
ein Vorteil darin, daS teils langwierige teils schwierige 
Regenerationsverf ahren umgangen werden konnen. Einige RNA-- 
Viren (z.B. das TMV) haben zudem ein auSerordentlich breites 
Wirtsspektrum, wodurch viele Pf lanzenarten fur derartige 
Manipulationen zuganglich sind. Im Falle der uneinge- 
schrankcen Ausbreitung der transf iziercen Konstrukte konnen 
Pflanzen in jedem beliebigen Entwicklungss tadium eingesetzt 
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und nach Erreichen des maximalen Expressionsniveaus des 
Fremdproteins geerntet werden. 

Der wohl wesentlichste Vorteil solcher Systeme ist die 
theoretisch erzielbare Express ionshohe . Nach Transfektion 
weniger Ausgangsmolekule repliziert sich die RNA mit Hilfe 
der eigens kodierten Replikase und von Wirtskomponenten bis 
zu hoher Kopienzahl pro Zelle. Durch Nutzung von viralen 
subgenomischen Promotoren fiir die Initiation der Synthese 
von Fremdgen-mRNA entsteht eine groSe Anzahl von Matrizen 
fur die Fremdproteinsynthese . Bei naturlichen Virusin- 
fektionen ist meistens das Hullprotein das am haufigsten 
synthetisierte Virusprotein . Es kann in Milligramm-Mengen, 
aus einem Gramm Frischmasse, isoliert werden. Gelingt es 
Fremdproteine mit ahnlicher Effizienz von Pf lanzenzellen 
produzieren zu lassen, so liegt das Express ionsniveau um 
GroSenordnungen uber dem durch starke pflanzliche Promotoren 
erreichbaren Niveau. Die Expression ist auSerdem unabhangig 
von sogenannten Positionsef f ekten . Letzteres ist eine Er- 
scheinung bei stabil im Genom integrierten Fremdgenen, die 
es erforderlich macht, viele unabhangige Trans formanden zu 
erzeugen und zu testen, um schlieSlich solche mit hoher 
Fremdgenexpression auszuwahlen. 

Den beschriebenen Virussystemen zur Expression von Genen in 
Pflanzen sind noch eine Reihe von Problemen eigen, die eine 
Anwendung derzeit noch behindern. Erstens sind replizierende 
RNA-Virussysteme autonom. Gelangt die RNA in die Pflanzen- 
zelle, kann die Replikation nicht mehr gesteuert werden. Zum 
einen ist dadurch gewebespezif ische Expression ausge- 
schlossen. Das Fremdprotein entsteht dort, wo sich auch das 
Virus replizieren kann. Zum anderen wirft dies Sicherheits- 
bedenken auf . Denn zusammen mit leichter Ubertragbarkeit 
der RNA (mechanisch) auf andere Pflanzen konnten solche 
Konstrukte auEer Koncrolle geraten. Zweitens ist man, wie 
die Beispiele zeigen, auf intakte Virusgenome angewiesen, 
um eine maximale Expression in ganzen Pflanzen zu erreichen. 
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Fehlen oder Behinderung einer Funktion ist mit absinJcender 
Replikationsrate per se oder geringerer Expression durch 
inhibierte Ausbreitung verbunden. Deshalb ist es schwierig, 
einen geeigneten Insert ionsort fur Fremdsequenzen zu finden. 
Drittens wird darauf hingewiesen, dafi RNA- RepliJcasen keine 
proof reading-Mechanismen besiczen, was nach wenigen Repli- 
kationszyklen zu Fehlern insbesondere im Insert fiihrt, weil 
hier die Selektion fehlt. Viertens konnen durch Rekombination 
insbesondere an duplizierten viralen Sequenzen in relativ 
kurzer Zeit grofie Teile bzw. die gesamte insertierte Sequenz 
deletiert werden. Die Deletion des Inserts fiihrt schnell 
zur. Einstellung der Fremdproteinsynthese, weil die ent- 
stehenden RNA-Spezies besser replizieren und mit insert- 
tragenden Formen effektiv konkurrieren . 

Fur einige dieser Probleme gibt es bereits Losungen, die, 
wenn auch nicht in jedem Fall praktisch umgesetzt, in Uber- 
sichten von Ahlquist und Pacha (1990) , Leiser (1990) und 
Joshi und Joshi (1991) theoretisch begrundet werden. 

Urn Insertionsorte fur Fremdgene zu schaffen, konnen virus- 
kodierte Funktionen als chimarische Gene im Genom von Ziel- 
pflanzen stabil integriert und exprimiert werden. Aus Unter- 
suchungen des Virustransports ist bekannt, daS in transgenen 
Pfianzen exprimierte Gene fur Transportproteine Defekte im 
Virusgenom komplementieren (Deom et al . , 1987; van Dun et 
al., 1988) . Genaustausch-Mutancen von RNA-Viren, bei welchen 
ein Fremdgen gegen ein Transportprotein ausgetauscht wurde, 
konnten auf dieselbe Weise komplementiert werden (Joshi und 
Joshi, 1991). So lassen sich "containment " -Bedingungen 
'schaffen, da sich das f remdgentragende Viruskonstrukt nur 
in entsprechenden transgenen Pfianzen ausbreiten kann. 
Dieselbe Strategic wurde fur Replikase-Gene (van Dun et al . , 
1988) und fur Hullprotein-Gene verf olgt . 

Noch einen Schritt weicsr gehen Uberlegungen von Ahlquist 
und Pacha (1990) und Leiser (1990) . Der Grundgedanke besteht 
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darin, einerseits viraie Geninf ormation fur die Bildung der 
Replikase stabil in Pflanzen zu exprimieren und andererseics 
die mRNA, die fiir das inceressierende Genprodukt kodierc , 
mit Erkennungssequenzen fiir die Virusreplikase auszustatten, 
so dafi es zu der gewunschten mRNA-Amplif ikation kommt . 
Pradestiniert fiir diesen Zweck scheinen RNA-Viren mit ge- 
teiltem Genom zu sein (BMV, BNYW u.a.) . Erstens wirken die 
Rsplikasen dieser Viren natiirlicherweise in trans, d.h. sie 
amplif izieren nicht nur die RNA-Genome auf denen sie selbst 
kodiert sind sondern auch andere. Zweitens sind die regu- 
latorischen Sequenzen fiir die Amplif ikation grofitenteils auf 
die unmittelbaren 5'- und 3'-Enden der zu amplif izierenden 
RNA beschrankt. Ein Fremdgen kann zwischen solche Bereiche 
eingefiigt werden, wie fiir das BNYW gezeigt wurde {Jupin et 
al . , 1990) . Bei der stabilen Integration solcher Konstrukte 
im Genom tauchen jedoch Schwierigkeiten auf, die damit 
zusammenhangen, daS primare Transkripte mit exakcen Enden 
auszustatten sind. Anderenfalls werden diese RNA's nicht von 
der Virusreplikase als Template akzeptiert (Leiser, 1990) . 



Beispiele 

Aus cDNA- Fragment en unterschiedlicher Lange, die in der 
Summe teilweise iiberlappend die gesamte BWYV-Sequenz ent- 
halten, wurde ein Klon voller Lange des Virus konstruiert 
(siehe Veidt et al . , 1992) . Der Klon ermoglichte die Synthese 
.von (+)RNA unter Kontrolle des Bacteriophagen T7-RNA-Poly- 
merase Promotors . Die in vitro Transkripte replizierten sich 
wie Virus-RNA nach Elektroporat ion in Protoplasten von 
Chenopodium quinoa. Die Synthese des Hiillproteins wurden 
nachgewiesen . 

Nach dem Uberpriifen der biologischen Aktivitat der in vitro 
Transkripte, wurde die cDNA am 5'-Ende mit dem 35S-Promotor 
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des CaMV und am 3'-Ende mit dem nos-Polyadenylierungssignal 
verbunden. Zwischen dem 3'-Ende der Virussequenz und dem 
Polyadenylierungssignal wurde eine Ribozymsequenz eingefugt, 
die nach der Transkription autokatalytisch das exakte 3' -Ende 
der Virus-RNA kreiert (methodische Details siehe Leiser et 
al . , 1992), Auf diese Weise entstand eine Expressions- 
kassette, die es erlaubte, uber Elektroporation oder Agro- 
inokulation in Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen BWYV-RNA zu 
produzieren. Solche in vivo Transkripte replizierten genau 
wie Virus-RNA. 

Nach Bestatigung der Identitat und biologischen Aktivitat 
(Leiser et al . , 1992) bildete das Konstrukt GRN in Abb.l den 
Ausgangspunkt fur alle weiteren Modif ikat ionen und 
Klonierungsschritte . 

Beispiel 1 

Das Beispiel erlautert auf welche Weise fur die. Replikation 
abkdmmliche Virusgene durch in vitro Mutagenese abgeschaltet 
werden konnen. Gleichzeitig . sind dabei Insert ionsorte zu 
schaffen, in die anschliefiend Fremdsequenzen eingebunden 
werden. Die Replikation solcher Konstrukt e und die Synthese- 
menge der gewiinschten Fremdgenprodukte lassen sich nach 
Transfer in Protoplasten und transienter Expression uber- 
priifen. Es ist f estzustellen , daS im Vergleich zu her- 
kommlichen Expressionskassetten, bei denen die Transkription 
der Gene ausschlieSlich durch einen CaMV-3 5S-Promotor ge- 
steuert wird, mit den beschriebenen Konstrukten in Abhangig- 
keit vom Versuch zwischen 3- und 10-fach mehr Protein 
synthetisiert wird. Dies ist darauf zuriickzuf iihren, dafi bei 
der Transkription replikationsaktive RNA gebildet wird. Von 
der RNA werden zunachst die Leserahmen fur die viruskodierten 
Telle der Replikase translat iert . Nach Ausbildung des 
Replikasekomplexes , an dem auch pflanzliche Faktoren be- 
teiligt sind, wird die RNA repliziert. Dabei entstehen sowohl 
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RNA-Molekule voller Lange als auch subgenomische RNA. Von 
der subgenomischen RNA kaiin der eingefugte Leserahmen fur 
das Fremdgen translatiert werden. Der Translation ist also 
eine RNA- Vermehrung vorangestellt , die durch den viralen 
Replikationsmechanismus des BWYV erfolgt. Es entsteht eine 
groSere Menge mRNA, die fiir die Fremdproteine kodiert . 

Urn die Translation einzelner Leserahmen durch in vitro 
Mutagenese auszuschalten, wird ein Eco RV-Fragment und ein 
Bam HI-Fragment entsprechend in den Phagemiden pBluescript ( + ) 
bzw. pBS( + ) subkloniert. Der Plasmid-Klon GRN wird dazu mit 
der Restriktionsendonuklease EcoRV oder BamHI verdaut und 
die entstehenden Spaltprodukte mit einer Grofie von 1500 bp 
bzw. 1104 bp isoliert. Die Vektoren pBluescript ( + ) und pBS( + ) 
werden ebenfalls entsprechend mit EcoRV bzw. BamHI gespalten 
und anschliefiend dephosphoryliert . Nach der Isolierung der 
linearisierten Vektoren werden pBluescript (+) mit dem EcoRV- 
-Fragment und pBS{ + ) mit dem BamHI -Fragment aus dem Klon GRN 
ligiert. Es entstehen entsprechend die Subklone SK Eco RV 
und SK Bam HI. Als Wirtsstamm fur alle Klonierungen dient 
der Bakterienstamm TG 1 (Amersham) . Nach Bestimmung der 
Orient ierung der subklonierten Fragmente durch Restriktions- 
analyse wird uber Infektion der phagemidtragenden Bakterien 
mit dem Helferphagen K07 die Synthese einzelstrangiger DNA 
induziert. Die einzelstrangige DNA enthalt die "sense" - 
Strange der subklonierten DNA-Fragmente . Nach Reinigung der 
einzelstrangigen DNA werden in vitro Mutagenesen mit spezif i- 
schen Oligonukleotiden durchgef uhrt . Grundlagen bilden ein 
Kit der Firma Amersham (Oligonucleotide-directed in vitro 
mutagenesis system) und die enthaltenen Vorschrif ten . 

Die Sequenz des Eco RV- Fragments im Bereich des Start kodons 
des ORF I des BWYV wird durch die Mutagenese so geandert, 
daS anstelle des AUG-Kodons der Restrikt ionsort Sna BI 
entsteht (siehe Abb. 2 (A)). Die Zerstorung des Startkodons 
und seiner Umgebung soil bewirken, dalS dieser Leserahmen 
nicht mehr in das entsprechende Virusprotein unbekannter 
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Funktion cranslatiert werden kann. Die Sequenz des BamHI- 
Fragments im Bereich des Startkodons des ORF IV des BWYV soil 
in den Restriktionsort Xho I umgewandelt werden. Dieser 
Restriktionsort wird spater als Insertionsort fiir Fremd- 
sequenzen dienen. Fur Insertionen in diesen Xho I-Ort ist 
es erforderlich, das sich kein weiterer Xho I-Ort in der 
Sequenz des Klons SK Bam HI befindet. Der originale Xho I-Ort 
(pos. 6351 in Abb.l) auf dem subklonierten Bam HI -Fragment 
muZ deshalb inaktiviert werden. Dies geschieht durch Ver- 
.dauung des Klons SK Bam HI mit dem Enzym Xho I und Auf fullen 
der uberhangenden Enden mit T4 -DNA- Polymerase . AnschlieSend 
werden die enstandenen stumpfen Enden des Plasmids religiert. 
Jetzt wird die in vitro Mutagenese durchgefuhrt und dabei 
ein neuer Xho I-Ort im Bereich des Startkodons fiir das 
Hullproteingen geschaffen. Das verwendete Oligonukleotid und 
die dazugehorige Originalsequenz des Virus sind in Abb, 2 (B) 
auf gefuhrt . 

Nach der Rest aurat ion des Xho I-Ortes wird das gesamte Insert 
im pBS(+) einkloniert. Das mutierte Eco RV-Fragment aus dem 
Klon SK Eco RV wird mit der Restriktionsendonuklease Eco RV 
herausgeschnitten und isoliert. Das Fragment wird an- 
schlieSend gegen das originale EcoRV- Fragment im Ausgangsklon 
CRN ausgetauscht . Der entstandene, als Muta ORF I bezeichnete 
Klon entspricht bis auf das mutierte Startkodon fiir den 
Leserahmen I dem Klon CRN. Obwohl der Leserahmen I nicht mehr 
translatiert werden kann, ist die in vivo in pflanzlichen 
Protoplasten transkribierte RNA von Muta ORF I in der Lage 
zu replizieren . 

.In den Klon SK Bam HI kann nach der Mutagenese jeder be- 
liebige Nukleinsaureabschnitt zwischen dem neuentstandenen 
Xho I-Ort und den verbliebenen Restriktionsorten des Poly- 
linkers von pBS( + ) stromabwarts vom Bam Hl-Insert eingefiigt 
werden. Die Virussequenz wird dabei gegen den zu insert ieren- 
den Abschnitt ausgetauscht. Wichtig ist, daS nach der In- 
sertion am 3' -Ende des eingefiigten Fragments ein Bam HI- und 
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ein Eco Rl-Ort vorhanden sind, Der Eco Rl-Ort wird benocigt, 
urn den zuvor durch Auf full-Reaktion und Religation zerstdrten 
Xho I-Ort im subklonierten Bam HI -Fragment zu restaurieren . 
Dies erfolgt durch Austausch des Eco RI -Fragments zwischen 
dem Eco Rl-Ort (pos. 6419 in Abb.l) auf dem Bam HI-Fragment 
und dem erf orderlichen Eco Rl-Ort 3'-seitig vom insertierten 
Nukleinsaureabschnitt gegen das Eco RI -Fragment im Klon SK 
Bam HI . 

Nach der Restauration des Xho I-Ortes wird das gesamte Insert 
im pBS{ + ) mit Bam HI herausgeschnitten (ein Bam Hl-Ort 
stromab des Fremdgens ist dafur unbedingte Voraussetzung) . 
Das Insert besteht aus der Virus-cDNA- Sequenz von Position 
2902 bis 3479 (siehe Veidt u.a., 1988) und dem Leserahmen 
des insertierten Gens. Virussequenz und Fremdgen sind uber 
^ den durch Mutagenese geschaffenen Xhol-Ort miteinander 
verbunden. Das Bam HI-Fragment wird isoliert und gegen das 
Bam HI-Fragment aus dem Klon Muta ORF I ausgetauscht . 

Das entstehende rekombinante Plasmid enthalt anstelle des 
Leserahmens fur das Hullprotein von Pos. 3480 bis 4005 (siehe 
Veidt u.a., 1988) einen fremden Nukleinsaureabschnitt, der 
nach RNA-Replikation wie der Hullprotein-Leserahmen ex- 
primiert wird. 

Als fremde Nukleinsaureabschnitte werden beispielsweise die 
Leserahmen der fi-Glucuronidase und des methioninreichen 2S- 
Samenproteins aus Bertholetia excelsa auf die oben ge- 
schilderte Weise in das Konstrukt Muta ORF I eingefiigt. 
Wichcig ist, daE die Leserahmen eigene Start- und Stopkodone 
enthalten, die die richtige Translation in funktionale 
Prot£*.ine ermoglichen. Der Promoter und das Polyadenylieungs- 
signal der Gene werden nicht benotigt und deshalb deletiert. 

Die entstehenden Konstrukte wurden GRN-GUS und GRN-BNG 
bezeichnet. Die Plasmide werden gereinigt und als DNA in 
pflanzliche Protoplasten transf iziert . Die Transfektion 
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erfolgt durch Elektroporation. In 2 x 10 5 Protoplast en werden 
15mg Plasmid-DNA transf iziert . Die Methode zur Elektrop- 
oration von Veidt u.a. (1992) wird verwendet . Die Proto- 
plasten werden nach der Transfektion in einem Minimalmedium 
nach Rottier u.a. (1979) drei Tage inkubiert , Nach der Ernte 
der Protoplasten erfolgt die Expressionsanalyse auf RNA- und 
Protein-Ebene . 

Beispiel 2 

^ Ziel dieses Beispiels ist die Erstellung von Konstrukten, 
die e'ine stabile Integration im Pf lanzengenom und kon- 
stitutive Expression einer mutierten BWYV-cDNA mit inte- 
griertem Fremdgen erlauben. - 

Die Plasmide GRN-GUS und GRN-BNG aus dem Beispiel 1 enthalten 
einzelne Restriktionsorte fur die Enzyme Kpn I und Sal I. 
Durch Restriktionverdau mit beiden Enzymen wird bei jedem 
der Plasmide ein Fragment freigesetzt, welches aus einem 35S- 
Promotor des CaMV, der mutierten cDNA des BWYV mit inte- 
griertem Fremdgen und einem nos-Polyadenylierungssignal 
besteht. Diese f unktionsf ahigen Expressionskassetten werden 
einzeln in den Binarvektor pBIN19, der kompatible Re- 
striktionsorte besitzc, kloniert. Nach Transformation in 
einen kompatiblen Stamm von Agrobacterium tumef aciens (vor- 
zugsweise durch Elektroporation) kann uber ubliche Methoden 
des Agrobacterium-vermittelten Gentransfers die T-DNA aus 
pBIN 19, welche die erwahnte Expessionskassette enthalt, im 
Genom von Pf lanzenzellen integriert werden. 

Die verwendeten Agrobakterienstamme (beispielsweise A. 
tumefaciens 2260 oder EHA 101 fiir die Transformation 'von 
Tabak und EHA 101 fur die Transformation von Vicia 
narbonensis) enthalten ein residentes Plasmid auf dem die 
Virulenz-Funktionen enthalten sind. .Nach Selektion der 
Agrobakterienkolonien, die das Binarvektorkonscrukt ent- 



ERSATZBU\n (REGEL 26) 



wo 94/26912 



PCT/EP94/01408 



- 25 - 

halten, werden mit den Bakteriensuspensionen Pf lanzenzellen 
transf ormiert . Zur Transformation von Tabak (N. tabacum cv. 
Samsun) wird die Blattscheiben-Methode verwendet (siehe 
Horsch et al . , 1985). Die Transformation von Vicia 
narbonensis erfolgt nach einer Methode von Pickert et al . 
( ) . Nach der Transformation werden transgene Gewebe, Sprosse 
und regenerierte Pflanzen mit Kanamycin im Medium 
selektiert. Ein entsprechendes Resistenzgen befindet sich 
zwischen den T-DNA-Bordern im Binarvektor pBIN19 und wird 
bei der Transformation zusammen mit dem chimaren Konstrukt 
im Genom der Pflanzen integriert . 

Die modifizierte Virus-RNA wird wie bei transienter Ex- 
pression in Protoplasten vom 35S-Prom"otor transkribiert und 
amplifiziert (siehe Beispiel 1) . Die Integracion im Genom 
bewirkt, daS die replikationsaktive RNA in jeder Zelle 
konstitutiv exprimiert wird, in der der 35S-Promotor aktiv 
ist. Die Fremdproteine (GUS oder 2S-Samenprotein) werden 
somit in der gesamten Pflanze gebildet. 

Beispiel 3 

Das patentgemaSe Verfahren bietet den Vorteil, daE Fremdgene 
gewebe- bzw. entwicklungsspezif isch hoch exprimiert werden 
konnen. In diesem Beispiel wird eine samenspezif ische Ex- 
pression der Vektorkonstrukte in transgenen Pflanzen be- 
schrieben. 

Um eine entwicklungs- und gewebespezif ische Expression der 
Fremdgene im Samen zu erreichen, wird die mutierte Virus-cDNA 
unter Kontrolle eines samenspezif ischen Promoters gesteilt. 
Der vollstandige Promoter eines Samenspeicherproteins 
(Phaseolin-Promotor) kloniert in pBluescript KS(+) und das 
subklonierte und mutierte EcoRV- Fragment {siehe Beispiel 1) 
bilden den Ausgangspunkt fur die exakte Ligation des Trans- 
kriptionsstartorts des Promoters mit dem 5 '-Terminus der 
Virus-cDNA. Der Promoter ist so kloniert, daE sich am 3 ' -Ende 
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ein Eco RV-Ort befindet. Das Plasmid wird mit dem Enzym Eco 
RV linearisiert und das EcoRV- Fragment aus dem mutiercen Klon 
Sk EcoRV durch Ligation eingefugt. Ein Klon, bei welchem die 
Leserichtung des Promctors mit der entsprechenden sense - 
Richtung des 5'-Endes der Virus-cDNA iibereinstimmt , wird fiir 
die weitere Bearbeitung ausgewahlt. In einem solchen Klon 
befinden sich zwischen dem Transkriptionsstartort des 
Phaseolin- Promoters und dem 5'-Ende der Virus-cDNA sowohl 
Telle der nichttranslierten Region des Phaseolin-Gens , die 
aus dem Promotor-Klon stammen, als auch 3'-terminale Telle 
des 3 5S -Promoters vom einzelnen Eco RV-Ort (pos . 3291 in 
Abb.l) bis 2um Transkriptionsstart , die auf dem subklonierten 
Eco RV-Fragment vorhanden sind. Diese Seguenzen miissen, um 
eine exakte Fusion von Transkriptionsstartort des samen- 
spezifischen Promoters mit dem 5'-Ende der Virus-cDNA zu 
erhalten deletiert werden. fiber eine FCR-Reaktion wird dazu 
ein. groSes Fragment des Plasmids amplif iziert , welches bis 
auf die zu deletierende Sequenz das gesamte Plasmid ein- 
schlieSlich der Vektorsequenz enthalt. Die verwendeten Primer 
enthalten an den 3 ' -Enden eine Erkennungs sequenz fur .die 
Restriktionsendonuklease BamHI, sodaS die Enden des amplif i- 
zierten Fragments mit diesem Enzym geschnitten werden konnen. 
Die entstehenden kompatiblen Enden werden miteinander 
ligiert. Das entstehende Plasmid enthalt ein Insert aus 
Phaseolin-Promotor und 5'-Ende der BWYV-cDNA, die iiber 6 
Basenpaare (Bam Hl-Ort) miteinander verbunden sind. Die 6 
zusatzlichen Nukleotide werden mit Hilfe der in vitro 
Mutagenese deletiert und somit die exakte Verbindung zwischen 
Transkriptionsstart des Promoters und 5'-Ende der Virus-cDNA 
geschaf f en . 

Das resultierende Plasmid wird mit Eco RV und Sal I verdaut . 
Aus den Klonen GRN-GUS und GRN-BNG kann mit denselben Enzymen 
jeweils ein Fragment herausgetrennt werden, das BWYV-cDNA 
(aufier dem 5'-Ende bis zum Eco RV-Ort) einschlieSlich des 
eingefiigten GUS- bzw, 2S-Samenprotein-Gens und das nos- 
Folyadenylierungs signal enthalt. Dieses Fragment wird in das 
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Eco RV / Sal I-geschnittene Plasmid einligiert. Es encsteht 
eine Expressionskassette aus Phaseolin-Promotor , mutiercer 
BWYV-cDNA mit integriertem Fremdgen (GUS- oder Samenspeicher- 
protein-Gen) unter Kontrolle des subgenomischen viraien 
Promoters und einem nos-Polyadenylierungssignal . Die Ex- 
pressionskassette laEt sich liber die Einzelrestriktionsorte 
fur Xba I und Kpn I herausschneiden und in einen Binarvektor 
(z.B. pGA 482) klonieren. Nach Transformation von Pflanzen 
wie unter Beispiel 2 beschrieben werden im Samen der Trans - 
formanden vom Phaseolin-Promotor Transkripte synthetisiert , 
welche sich durch den in Beispiel 1 erlauterten BWYV-Repli- 
kationsmechanimus replizieren. Die entstehenden Fremdgen- 
tragenden subgenomischen Messenger werden somit samen- 
spezifisch in das gewunschte Proteinprodukt translatiert . 
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S EQUEN2 PROTOKOLL 



U) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Institut fuer Pf lanzengenetik und 

Kulcurpf lanzenforschxing 

(B) STRASSE: Corrensstrasse 3 

(C) ORT: Gatersleben 

(E) LAND: Deutschland ^ 

(F) POSTLEITZAHL: 06466 

(ii) ANMELDETITEL: Verfahren und Vektorkonstrukt und Rezipienten zur 
Express ions steigerung von Transgenen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER -LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0, Version #1.2 5 (EPA) 

(v). GEGENWARTIGE ANMELDEDATEN : 

ANMELDENUMMER: WO PCT/EP 94/01408 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 3 3 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : CDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANTISENSE: JA 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 
GTTATCGTGA GCGAGAAATT GCATCAACTA AGG 3 3 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

( B ) ART : Nukl e insaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANTISENSE: NEIN 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUKG: SEQ ID NO: 2: 
GTTATCCTGA GTACGTAATT GATCACCTAA GG 3 2 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : CDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANTISENSE: JA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
CCACGACCGT ATTCATTAAC GATTTCGCGT ACG 3 3 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
CCACGACCGT ATTCCTCGAG GATTTCGCGT ACG 3 3 
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Patentanspruche 

1) Ein Verfahren zur Expressionssteigerung von Transgenen, 
dadurch gekennzeichnet , daS die betreffende Sequenz 
Oder die betreffenden Sequenzen, nachfolgend be- 
treffende Sequenz genannt, nach Einbau in das Vektor- 
konstrukt in den vorzugsweise eukaryotischen Rezi- 
pientenorganismus transferiert und mindestens ein Tail 
dieser Sequenz transkribiert wird, wobei die entstehen- 
den Transkripte durch ein vorzugsweise phytovirales 
RNA-Replikationssystem amplifiziert werden. 

2) Ein Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daS die betreffende Sequenz in das Kern- oder Orga- 
nellengenom des Rezipienten integriert wird oder ohne 
Integration persistiert und dadurch nur transient 
exprimiert wird. 

3) Ein Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 2, dadurch gekennzeichnet, daS die Transkripcion 
von transf erierten Sequenzen in der Rezipientenzelle 
durch einen konstitutiven oder regulierbaren Promotor; 
im zweiten Falle vorzugsweise gewebe- oder onto- 
genesespezif ischen Promotor, gesteuert wird. 

4) Ein Verfahren' gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 3, dadurch gekennzeichnet, daS die betreffende 
Sequenz in ein Vektorkonstrukt eingebaut wird, das fur 
mindestens einen Teil der fur die Amplif ikation des 
Transkripts notwendigen Virusreplikase kodiert oder daS 
die Virusreplikase oder ein Teil von ihr von Sequenzen 
exprimiert wird, die im Kern- oder Organellengenom des 
Rezipienten integriert sind oder episomal persistieren 
oder durch naturliche oder kunstliche Infektion zu- 
gefuhrt werden. 

5) Ein Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 



NSOOCID; <WO 94269t2Al> 



wo 94/269U 



PCT/EP94/01408 



bis 4, dadurch gekennzeichnet , daS als Rezipientsn 
eukaryot ische Organismen, vorzugsweise Gef aSpf lanzen, 
Oder Gewebe oder Zellen von diesen dienen. 

S) Ein Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet , daS es sich bei der 
betreffenden Sequenz urn ein proteinkodierendes Gen 
oder/und um eine nichtproteinkodierende Sequenz han- 
delt, insbesondere solche, die fur antisense RNA, 
Ribozyme, Competi torsequenzen oder Pseudoknots 
kodieren, wobei die betreffende Sequenz bezuglich, des 
Rezipienten entweder homologer oder heterologer Her- 
kunft sein kann. 

7) Ein Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, daE eine Ver- 
selbstandigung, d.h. unkontrollierte Ausbreitung der 
Transkripte ausgeschlossen wird, indem mindestens eine, 
fur die Ausbreitung innerhalb eines mehrzelligen Wirts- 
organismus oder zwischen verschiedenen Wirtsorganismen 
essentielle, viruskodierte Funktion auf dem verwendeten 
Konstrukt inaktiviert wird. 

8) Ein Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 7; dadurch gekennzeichnet, daS das virale RNA- 
Amplif ikationssystem von dem Genom eines RNA-Pf lanzen- 
virus, vorzugsweise von dem Genom eines RNA-'Pf lanzen- 
virus mit Plus-Polaritat abgeleitet wird. 

9) Ein Verfahren gemaS Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
daS das virale RNA-Amplif ikationssystem von dem Genom 
eines Luteovirus oder eines taxonomisch der Luteovirus- 
gruppe nahestehenden Virus abgeleitet wird, insbe- 
sondere von dem Genom des beet western yellows virus 
Oder beet mild yellowing virus oder potato leaf roll 
virus oder barley yellow dwarf virus oder bean leaf 
roll virus oder pea enation mosaic virus oder parsnip 
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yellow fleck virus oder anthriscus yellows virus oder 
carrot red leaf virus oder soybean dwarf virus oder 
groundnut rosette assistor virus oder cucurbit 
aphid-borne yellows virus. 

10) Ein Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 9, dadurch gekennzeichnet , dafi die Expression des 
betref fenden Transgens im Verlauf der RNA-Amplif ikation 
so erfolgt, da£ die betref fende Sequenz entweder 
zumindest einem Teil der primar transkribierten Sequenz 
Oder ihrem Komplementarstrang entspricht oder, daS der 
Expression der betreffenden Sequenz die Bildung einer 
entsprechenden subgenomischen RNA vorausgeht. 

11) Vektorkonstrukte zur Verwendung in einem Verfahren 
gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie zumindest einen vorzugsweise 
eukaryotischen Promoter enthalten, der die Trans - 
kription der transf erierten Sequenz in der Rezipienten- 
zelle steuert und daS sie Erkennungs- und Regulations- 
sequenzen besitzen, die fur die Interaktion zwischen 
dem bei der Transkription entstehenden RNA-Produkt und 
der Virusreplikase notwendig sind, und daS sie 
mindestens einen geeigneten Ort zur Insertion der 
betreffenden Sequenz enthalten. 

12) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 11, dadurch gekennz- 
eichnet, daS es sich bei dem Promoter um einen kon- 
stitutiven oder regulierbaren Promoter, im zweiten 
Falle vorzugsweise um einen gewebe- oder ontogenese- 
spezif ischen Promoter handelt . 

13) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der verwendete Promoter von der Sequenz 
eines Caulimovirus abgeleitet wurde, vorzugsweise von 
der des 35S-Prometors des cauliflower mosaic virus. 
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14) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich bei dem Promotor urn einen samen- 
spezifischen Promotor, vorzugsweise Phaseolin-, 
Legumin-, oder USP-Promotor handelt. 

15) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich urn einen Promotor handelt, der 
durch eine Infektion oder durch Induktoren aktiver 
Prozesse der Krankheitsabwehr eingeschaltet werden 
kann, vorzugsweise urn einen PR- Proteinpromotor . 

16) Vektorkonstrukte gemaS mindestens einem der Anspruche 
11 bis 15, dadurch gekennzeichnet , daS sie zusatzlich 
fur mindestens einen Teil von Proteinen kodieren, die 
fur die RNA-Replikation in der Rezipientenzelle not- 
wendig oder forderlich sind, wobei es sich vorzugsweise 
urn zumindest einen Bestandteil des Replikasekomplexes 
handelt . 

17) Vektorkonstrukte gemaS mindestens einem der Anspruche 
11 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daS die Telle des 
viralen RNA-Amplif ikationssystems , die durch das 
Vektorkonstrukt beigesteuert werden, von dem Genom 
eines RNA-Pf lanzenvirus , vorzugsweise von dem Genom 
eines RKA-Pf lanzenvirus mit Plus-Polaritat abgeleitet 
werden. 

18) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das virale RNA-Amplif ikationssystem von 
dem Genom eines Luteovirus oder eines taxonomisch der 
Luteovirusgruppe nahestehenden Virus abgeleitet wird, 
insbesondere von dem Genom des beet western yellows 
virus oder beet mild yellowing virus oder potato leaf 
roll virus oder barley yellow dwarf virus oder bean 
leaf roll virus oder pea enation mosaic virus oder 
parsnip yellow fleck virus oder anthriscus yellows 
virus oder carrot red leaf virus oder soybean dwarf 



BNSDOCID: <WO 942SS12A1> 



ERSATZBLAH (REGEL 26) 



wo 94/269U 



PCT/EP94/01408 



• 39 - 

virus Oder groundnut rosett assistor virus oder 
cucurbit aphid-borne yellows virus. 

19) Vektorkonstrukte gemaS mindestens einem der Anspruche 
11 bis 18, dadurch gekennzeichnet , dafi die Insertion 
der betreffenden Sequenz so erfolgt, daS sich ihre 
Kodierung auf zumindest einem Teil der primar trans - 
kribierten Sequenz oder deren Komplementarstrang be- 
findet oder, daS ihre Expression durch einen viralen 
subgenomischen Promotor gesteuert wird. 

20) Vektorkonstrukte gemaS mindestens einem der Anspruche 
11 bis 19, dadurch gekennzeichnet , daS mindestens eine, 
fur die Ausbreitung innerhalb eines mehrzelligen Wirts- 
organismus oder zwischen verschiedenen Wirtsorganismen 
essentielle, viruskodierte Funktion inaktiviert wird,. 
wodurch eine Verselbstandigung, d . h . unkontrollierte 
Ausbreitung der Transkripte ausgeschlossen wird. 

21) Vektorkonstrukte zur Verwendung in einem Verfahren 
gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet , daS sie zur Komplementierung des RNA- 
Amplif ikationssystems dienen, was dadurch erreicht 
wird, daS sie zumindest einen vorzugsweise eukaryo- 
tischen Promotor enthalten, der die Transkription der 
transf erierten Sequenz in der Rezipientenzelle 
steuert, und daS sie fur mindestens eines der Proteine 
kodieren, die fur die RNA- Replikation in der 
Rezipientenzelle notwendig oder forderlich sind und die 
durch jene Vektorkonstrukte entsprechend zumindest 
einem der Anspruche 11 bis 16 nicht kodiert werden, 
wobei es sich bei den betreffenden Proteinen vorzugs- 
weise urn zumindest einen Bestandteil des Replikase- 
komplexes handelt. 

22) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich bei dem Promotor urn einen kon- 
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stitutiven oder regulierbaren Promoter, im zweiten 
Falle vorzugsweise urn einen gewebe- oder ontogenese- 
spezifischen Promotor handelt. 

23) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich bei dem Promotor urn einen Pro- 
motor eines ca.ulimovirus , vorzugsweise urn den 35S-Pro- 
motor des cauliflower mosaic virus handelt 

24) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS es sich bei dem Promotor urn einen samen- 
spezifischen Promotor, vorzugsweise Phaseolin-, 
Legumin-, oder USP-Promotor handelt. 

25) Vektorkonstrukte gemaS Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi es sich bei dem Promotor urn einen Pro- 
motor handelt, der durch eine Infektion oder durch 
Induktoren aktiver Prozesse der Krankheitsabwehr, 
vorzugsweise Resistenzinduktoren, eingeschaltet werden 
kann, vorzugsweise PR- Protein- Induktoren. 

26) Vektorkonstrukte gemaS mindestens einem der Anspruche 
21 bis 25, dadurch gekennzeichnet , daS die Telle des 
viralen RNA-Amplif ikat ionssystems , die durch das 
Vektorkonstrukt beigesteuert werden, von. dem Genom 
eines RNA-Pf lanzenvirus , vorzugsweise von dem Genom 
eines RNA-Pf lanzenvirus mit Plus-Polaritat abgeleitet 
werden. 

27) Vektorkonstrukte gemafi Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das virale RNA-Amplif ikat ionssystem von 
dem Genom eines Luteovirus oder eines taxonomisch der 
Luteovirusgruppe nahestehenden Virus abgeleitet wird, 
insbesondere von dem Genom des beet western yellows 
virus oder beet mild yellowing virus oder potato leaf 
roll virus oder barley yellow dwarf virus oder bean 
leaf roll virus oder pea enation mosaic virus oder 
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parsnip yellow fleck virus oder anthriscus yellows 
virus Oder carrot red leaf virus oder soybean dwarf 
virus Oder groundnut rosett assistor virus oder 
cucurbit aphid-borne yellows virus. 

28) Vektorkonstrukte gemaJS mindestens einem der Anspriiche 
21 bis 27, dadurch gekennzeichnet , daS die Insertion 
der betreffenden Seguenz so erfolgt, daS sich ihre 
Kodierung auf entweder zumindest einem Teil der primar 
transkribierten Sequenz oder deren Komplementarstrang 
befindet oder, daS ihre Expression durch einen viralen 
subgenomischen Promoter gesteuert wird. 

29) Vektorkonstrukte gemaS mindestens einem der Anspriiche 
21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daS mindestens eine, 
fur die Ausbreitung innerhalb eines mehrzelligen Wirts- 
organismus oder zwischen verschiedenen Wirtsorganismen 
essentielle, viruskodierte Funktion inaktiviert wird, 
wodurch eine Verselbstandigung, d. h, unkontrollierte 
Ausbreitung der Transkripte ausgeschlossen wird. 

30) Eukaryotische Organismen, vorzugsweise Gef a£pf lanzen, 
Oder Gewebe oder Zellen von diesen zur Verwendung in 
einem Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 
1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daS sie zumindest 
Telle der auf einem der Vektorkonstrukte gemafi 
mindestens einem der Anspruche 21 bis 2 9 kodierten 
Funktionen exprimieren. 

31) Verwendung des Verfahrens und der Vektorkonstrukte 
gemaS Anspruch 1 und mindestens einem der Anspruche 2 
bis 30 zur Expressionssteigerung von Transgenen, um 
bestimmte Eigenschaf ten des Rezipienten im Sinne seiner 
"Verbesserung" zielgerichtet zu verandern oder um den 
Rezipienten zur Herstellung fremder Produkte auszu- 
nutzen. 
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32) Verwendung des Verfahrens und der Vektorkonstrukte 
gemaS Anspruch 31, urn die Qualitat von Samenspeicher- 
proteinen 2u verbessern, indem man vorzugsweise die 
Aminosaurezusammenset zung des Gesamtsamenproteins 
verandert durch die Hochexpression von in der kodieren- 
den Sequenz veranderten oder heterologen Samenprotein- 
genen in transgenen Pflanzen. 

33) Verwendung des Verfahrens und der Vektorkonstrukte 
gemaS Anspruch 31, urn die Widerstandsf ahigkeit von 
Pflanzen gegenuber biotischen Schadf aktoren zu erhohen 
durch Hochexpression von vorzugsweise Resistenzgenen 
Oder pathogenabgeleiteten Sequenzen. 

34) Verwendung des Verfahrens und der Vektorkonstrukte 
gemaS Anspruch 31, urn in eukaryotische Organismen, 
vorzugsweise Gef aSpf lanzen, oder Geweben oder Zellen 
von diesen wirtschaf tlich interessante proteinogene 
Produkte herzustellen, vorzugsweise medizinisch rele- 
vante Proteine . 
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Legende der Figur 2 

Abbildung 2 : 

Originalsequenz des antisense-strangs der Virus cDNA urn das 
ATG-Kodon von ORF I (A.I) und von ORF IV (B.I.) und die 
Sequenz der zur Mutagenese verwendeten Oligonukleotide (A. 
II. und B. II. ) . 
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